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摘要 :【 目的 ] 为 了 更 好 地 了 解 昆虫 气味 结合 和 蛋白 (odorant binding proteins, OBPs) ÆA- Ù Grapholita molesta 
(Busck ) 嗅觉 识别 中 的 作用 ,并 明确 其 与 寄主 挥发 物 的 结合 特性 。【 人 方法】 利用 RT-PCR 和 RACE 技术 克隆 梨 小 食 
心 虫 OBP 基因 ;采用 RT-PCR 和 实时 定量 PCR 对 该 基因 在 成 虫 不 同 组 织 和 羽化 后 不 同日 龄 成 虫 中 的 表达 情况 进行 
了 测定 ;以 N-phenyl-1-naphthylamine( 1-NPN ) 为 灾 光 探 针 ,采用 痰 光 苋 争 结合 试验 对 GmolOBP3 和 蛋白 的 结合 特性 进 
行 了 分 析 。 【结果 】 得 到 梨 小 食心虫 一 个 新 的 气味 结合 蛋白 基因 ,命名 为 Gmol0BP3( GenBank 登录 号 :KF395363 ) 。 
GmolOBP3 开放 阅读 框 全 长 492 bp ,编码 163 PARIR XE , 预测 分 子 量 和 等 电 点 分 别 为 18.72 kDa 和 4. 93, E SZ 
性 ,具有 典型 的 6 PEKARA GmolOBP3 在 雌 、 雄 成 虫 触 朋 和 腹部 均 有 表达 ,成虫 在 羽化 后 5 d A, ERA 
中 CmolOBP3 表达 量 随 羽化 后 日 龄 而 增加 ,但 雄 蛾 在 羽化 后 第 5 天 触角 中 Gmol0BP3 表达 量 显著 降低 。 通 过 构建 
GmolOBP3 原核 表达 载体 ,在 大 肠 杆菌 Escherichia coli 中 诱导 表达 并 获得 了 GmolOBP3 重组 和 蛋 折 。 菊 光 竞 争 结合 实 
验 对 CmolOBP3 EAS 16 种 寄主 挥发 物 及 4 种 性 信息 又 类 似 物 的 结合 力 发 现 ,在 供 试 的 4 BRUN Er HUE fS 
类 似 物 中 ,GmolOBP3 重 日 与 反 -8- 十 二 矶 烦 酷 酸 酯 和 十 二 烷 -1- 醇 不 结合 ,而 与 顺 -8- 十 二 矶 和 烽 酷 酸 酷 和 有 顺 -8- 十 二 夏 
烯 醇 结 合 , 但 结合 力 较 弱 ,结合 常数 分 别 为 83. 00 和 103. 70 pmol/L; 5j 16 种 寄主 挥发 物 结合 能 力也 不 强 ,其 中 结合 
最 强 的 是 B- 紫 有 罗 酮 ,结合 常数 为 49. 36 pmol/L。[【 结论] 由 此 推断 ,GmolOBP3 具有 选择 性 识别 和 结合 各 种 配 基 的 
特性 。 
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Abstract: [Aim] To study the function and binding characteristics with plant volatiles of the odorant- 
binding proteins in the oriental fruit moth, Grapholita molesta ( Busck). [Methods] The OBP cDNA from 
G. molesta was cloned by using reverse transcription-polymerase chain reaction ( RT-PCR) and rapid 
amplification of cDNA ends ( RACE) , its tissue and developmental expression profiles were detected by 
RT-PCR and Real-time PCR, and the protein binding property was analyzed using fluorescence 
competitive binding assay with N-phenyl-1-naphthylamine (1-NPN) as the fluorescent probe. [Results] 
A novel OBP cDNA from G. molesta was obtained, which was named as GmolOBP3 ( GenBank accession 
no. : KF395363). GmolOBP3 contains a 492 bp open reading frame encoding a 163-amino-acid residue 
peptide. The predicted molecular weight and isoelectric point are 18. 72 kDa and 4. 93, respectively. 
The mature protein GmolOBP3 includes six typical conservative cysteine residues, which are the hallmark 
of insect OBPs. GmolOBP3 was expressed in the antennae and abdomen of female and male adults. In 


five days after eclosion, the expression level of GmolOBP3 in antennae of female moths increased with 
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day-old after eclosion, but on the 5th day after eclosion, the expression quantity in antennae of male 


moths significantly reduced. In order to obtain the recombinant protein GmolOBP3, we constructed the 


prokaryotic expression vector of GmolOBP3 , which was successfully expressed in the optimized condition. 


The recombinant protein was purified by anion exchange and Superose-12. The binding affinity of 
GmolOBP3 with 16 plant volatiles and 4 sex pheromone analogs indicated that GmolOBP3 could not bind 
with ( E) -8-dodecenyl acetate and 1-dodecanol, while had weaker affinity with ( Z) -8-dodecenyl acetate 
and ( Z)-8-dodecenol with the association constants of 83. 00 and 103. 70 jumol/L, respectively. 
GmolOBP3 could also weakly bind with 16 plant volatiles with the strongest affinity to B-ionone and with 


a association constant of 49. 36 pmol/L. [ Conclusion] We so inferred that GmolOBP3 protein have 


characteristics of selective binding with various ligands. 


Key words: Grapholita molesta; odorant binding proteins; cDNA cloning; tissue expression pattern ; 


prokaryotic expression; fluorescence competitive binding assay 


ALINA OE Grapholita molesta ( Busck ) JE $5 388 
目 卷 蛾 科 , 是 一 种 严重 危害 核果 类 末 树 的 世界 性 害 
Hi (Rothschild and Vickers，1991 ), 主 要 为 害 桃 
Prunus persica, dd Pyrus bretschneideri, 3E. R Malus 
salicina FN E WE Cerasus 
pseudocerasus 等 茧 微 科 植物 。 目 前 对 梨 小 食心虫 的 
防治 主要 是 喷 施 广 谱 性 杀 虫 剂 ,长 期 使 用 不 仅 会 导 
致 害虫 产生 抗 药性 ,而 且 对 环境 和 食品 安全 也 会 产 
生 极 大 的 影响 。 随 看 人 们 环保 意识 的 增强 ,利用 性 
言 息 素 防 治 到 小 食心虫 的 方法 越 来 越 普遍 ( Toth er 
al., 1991; Kovanci et al., 2009 ; 5K EX, 2010) , 
(BIET R AHERE TE FH , EH TRI] 2 S8 BE S: SERA 
UTR pil S HB E R AS 7 DEI St RUE EIL ES p] & 11 
( Yetter and Steiner, 1932; Steiner and Yetter, 
1933) , ifj] e o BIERA KIT REJ HH] poe iE HE 
SE ( Hughes and Dorn, 2002) ,将 对 邻近 果园 产生 极 
大 威胁 , 仪 徘 性 诱 剂 很 难 达 到 理想 的 防治 效 采 。 昆 
虫 在 寻找 产 卵 场所 和 寄主 植物 过 程 中 ,灵敏 的 唱和 觉 
系统 发 挥 着 关键 作用 ,对 昆虫 咒 觉 识别 过 程 进行 有 
效 地 干扰 是 害虫 防治 的 一 个 新 途径 。Natale 等 
(2003 ) 发 现 桃 梢 的 挥发 物 对 巢 小 食心虫 交配 后 的 
上 肉 蛾 有 明显 的 吸引 力 。 因 此 利用 对 到 小 食 心 忠 有 强 
烈 吸 引力 的 寄主 植物 挥发 物 钱 制 出 能 引 诬 上 肉 蛾 的 新 
型 气味 引 谣 剂 ,并 与 性 诱 剂 配 合 使 用 来 干扰 其 交配 、 
产 卵 或 寻找 寄主 植物 ,能够 达到 防治 害虫 的 目的 。 
植物 产生 的 挥发 性 物质 在 诱 叶肉 性 植 食性 昆虫 
到 寄主 植物 上 去 产 卵 扮演 看 重要 角色 (Angioy et 
al., 2003; Mitchell et al., 2008) 。 室 内 和 田间 试验 
也 证 实 , 植 物 挥发 性 物质 能 引诱 肉 性 昆虫 产生 特殊 
反应 (Tasin et al., 2009; Bruce et al., 2011 ; Zhang et 
al., 2011a), iij ^C EK £i G ŒE H (odorant binding 
proteins, OBPs) 是 一 类 低 分 子 量 的 水 溶性 酸性 和 集 
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日 ,主要 存在 于 昆虫 噢 觉 感受 从 淋 巴 液 中 ,能 溶解 并 
运输 外 界 植物 挥发 物 分 子 穿 过 感 有 禹 麻 巴 液 到 达 中 
党 神经 元 树 突 膜 上 的 气味 受 体 ,从 而 激活 信号 传导 ， 
在 激发 诱导 昆虫 行为 反应 的 过 程 中 发 挥 看 极其 重要 
的 作用 ( Vogt and Riddiford, 1981) 。 根 据 序 列 和 表 
达 部 位 将 OBPs 分 为 两 类 :一 类 是 识别 和 传送 性 信 
ER HJ fu EG Uh E H (pheromone-binding 
proteins, PBPs) ;一 类 是 识别 和 传送 寄主 气味 的 普 
通气 味 结 合 贷 日 ( general odorant-binding proteins, 
GOBPs) ,并 可 又 分 为 GOBPI 和 GOBP2 ( Steinbrech 
et al., 1995; Krieger and Breer, 1999; Pelosi et al., 
2006; Wang et al., 2007) , Garezynski € ( 2013 ) 使 
用 表达 序列 标签 技术 (EST) ÆR IR Cydia 
pomonella 中 发 现 了 GOBPs 的 男 一 个 新 成 员 即 
GOBP3, WIX OBP 基因 功能 最 第 用 的 方法 是 通过 
菊 光 竞争 结合 实验 来 测定 OBPs 与 气味 分 子 的 结合 
能 力 ,该 实验 方法 是 运用 和 集 日 中 的 色 氨 酸 和 外 源 灾 
光 配 基 结 合 产 生 灾 光 ,通过 和 蛋白 结合 腔 内 色 氨 酸 与 
外 源 灾 光 配 基 结 合生 成 严 光 的 滩 灭 效应 检测 乍 日 对 
不 同 气 味 分 子 的 结合 能 力 ,此 方法 简便 、 安 全 可靠， 
还 能 测定 出 OBPs 与 气味 分 子 的 结合 常数 (Pelosi et 
al., 2006), H. rp ze 96 R F N-phenyl-1- 
naphthylamine ( 1-NPN) 在 多 种 昆虫 OBPs 和 气味 分 
子 的 结合 试验 中 应 用 最 多 (Zhou et al., 2004; Qiao 
et al., 2009; Yu et al., 2009; Yin et al., 2012; 
Zhong et al., 2012; 纪 萍 等 , 2013; 陈 玲 等 , 2013 ) 。 

为 了 阐明 巢 小 食心虫 咒 党 识别 过 程 ,并 通过 串 
澳 行 为 干扰 达到 控制 梨 小 食心虫 的 目的 ,我 们 从 梨 
小 食心虫 触角 中 克隆 出 一 个 新 的 OBP 基因 
( GmolOBP3) ,并 采用 RT-PCR 和 实时 定量 PCR fi 
Br f GmolOBP3 基因 的 表达 谱 , 通 过 原核 表达 和 人 重 
日 纯化 获得 GmolOBP3 的 重组 集 日。 根据 巢 小 食 心 
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虫 寄主 植物 挥发 物 相 关 文 献 选 择 16 种 气味 分 子 
( Bengtsson et al., 2001; Natale et al., 2003; Lu et 
al., 2012, 2013; Najar-Rodriguez et al., 2013) 和 4 
fp NE b FER E, AJA (Roelofs et al., 1969; 
Cardé et al., 1979) ,利用 灾 光 苋 争 性 结合 实验 测定 
它们 的 结合 能 力 , 冒 在 为 第 选 出 基于 寄主 植物 叶 乒 
及 末 实 的 专 性 引诱 成 分 ,为 设计 高 效 的 巢 小 食心虫 


RES AEST. 








1 材料 和 万 法 


1.1 供 试 昆虫 

2010 年 8 H ,在 陕西 省 杨 次 区 桃园 采集 被 和 巢 小 
食心虫 幼 忠 为 害 的 烂 果 ,市 回 实验 室 在 温度 24 + 
0. 5?C ,相对 湿度 70% +10% , 光 周 期 为 15L: 9D 继 
代 饲 养 , 饲 料 配方 采用 杜鹃 等 (2010) 中 的 配方 1。 
幼虫 饲养 用 具 是 直径 2 cm, K8 em 的 玻璃 指 形 管 ， 
行 幼 虫 化 师 后 剥 出 , 放 入 保鲜 盒 内 并 用 湿 棉 球 保湿 。 
羽化 为 成 里 后 SEHE RUE HAE A , 放 一 张 硫酸 
纸 供 其 产 卵 ,用 酶 有 5% ~ 1096 蜂蜜 水 的 榴 球 补充 
Ji, HEX o 
1.2 主要 试剂 

总 RNA 提取 试剂 盒 RNAiso " Plus, RACE 试剂 
Q Reverse transcriptase M-MLV 和 SYBR Premix Ex 
Taq 9€ 2G iA 8] 15] MJ A TaKaRa 公司 。 限制 性 酶 
EcoR I , Nde I 4 T4 DNA 连接 酶 等 其 他 分 子 生物 
学 试剂 购 目 Promega 公司 , 殉 光 探 针 和 气味 分 子 标 
样 购 于 Sigma 公司 , 性 信息 素 购 自 Bedoukian 


Research 公司 。 











1.3 触角 总 RNA 的 提取 和 第 一 链 cDNA 的 合成 

取 羽 化 后 1,2,3 和 5 d WAYNE- D E WERE N E 
触角 各 200 对 ,不 考虑 其 交配 情况 ,其 中 羽化 后 3 d 
的 成 虫 再 分 别 取 上 肉 雄 头 (40 个 ) 、 胸 (25 个 )、 腹 (15 
^) 足 (300 对 , 取 目 100 头 虫 ) FI (100 XF, A 
100 头 虫 ) , 液 氮 研磨 后 用 RNAiso™ Plus 提取 总 
RNA, -80C 保存 备用 。 其 中 每 个 处 理 的 RNA/ 
cDNA 制备 为 3 次 重复 。 

有 反 转 录 前 ,用 DNase I 去除 RNA 中 残留 的 基因 
组 DNA, 第 一 链 cDNA 的 合成 参照 Reverse 
transcriptase M-MLV 说 明 书 进行 。 合 成 的 第 一 链 
cDNA 保存 于 -20C 或 育 接 进行 下 一 步 试 验 。 
1.4 梨 小 食心虫 OBP3 基因 全 长 cDNA 序列 的 克隆 

HICA NCBI FRA 25 8638 HAI OBP 基因 , 利 
用 引物 设计 软件 Primer 5.0 设计 简 并 引物 ( 表 1), 
采用 梯度 PCR P RRR bE OBP 2E D] Fr Ez 
PCR 条 件 如 下 :95% 预 变 性 3 min;95 变性 30 s, 
45 ~55C 退火 30 s,72% 延伸 30 s, 进 行 30 个 循 
环 ; 最 后 72Y 延伸 10 min; PCR 7^9 2 3i e Wer st 
胶 电 泳 后 纯化 ,克隆 于 pMD "19-T 载体 ,培养 后 挑 
取 阳 性 克隆 送 样 测序 (北京 奥 科 易 盛 生物 科技 有 
限 公 司 ) 。 根 据 获 得 的 梨 小 食心虫 OBP 3ED] Fr Ez 
设计 3’RACE WHIS'RACE 引物 ( 表 1) ,按照 TaKaRa 
公司 的 3'RACE fil 5'RACE 试剂 盒 说 明 书 进行 3/ 
和 5' 末 端 序 列 扩 增 。 然 后 将 RACE PCR 7^9] 3st f 
糖 凝 胶 电 泳 后 回收 纯化 并 连接 于 pMD“19-T 载体 
上 ,培养 后 送 样 测序 。 将 获得 的 eDNA 片段 进行 拼 
接 得 到 梨 小 食心虫 OBP 基因 的 全 长 cDNA 序列 ， 
最 后 用 特异 性 引物 扩 增 全 长 cDNA 序列 进行 验证 。 


R1 梨 小 食心虫 气味 结合 蛋白 OBP3 基因 所 有 引物 列表 


Table1  Oligonucleotide primers of odorant binding protein 3 gene from Grapholita molesta 











引物 名 称 5g (53^) 引物 用 途 
Primer name Primer sequence Use of primers 
OBP3-cl GGSAGACRTSGGAAATMTGC cDNA HH% 
OBP3-c2 ASRGTTCCRCTRSMATGG cDNA isolation ( RT-PCR) 
5' Outer GSPa GAGATTATCACCATTCTCGAAGCT 
3' Outer GSP GAAGAGGCTAACATATCTCGAGAG 5' fI 3'cDNA 末端 扩 增 
5' Inner GSP CTCTCGAGATATGTTAGCCTCTTC 5' and 3'cDNA end isolation 
3' Inner GSP AGCTTCGAGAATGGTGATAATCTC 
OBP3-GSPI CACCATGACAACACGCACAAG 
OBP3-GSP2 ACTCTGCCATCAGCATCTCCA 组 织 定 位 和 实时 定量 表达 分 析 
Actin-CSP1 CTTTCACCACCACCGCTG Tissue localization and expression analysis 
Actin-GSP2 CGCAAGATTCCATACCCA 
OBP3-ex1 CGCATATGGCGCTGATCTTGATGCGTC (Nde I ) 原核 表达 
OBP3-ex2 CGGAATTCTTAGTACTTCTCCAGCACCGCC ( EcoR | ) Prokaryotic expression 


下 划 线 为 酶 切 位 点 。The restriction sites are underlined. 
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R2 梨 小 食心虫 OBP3 与 配 基 的 结合 
Table2 Binding affinities of ligands to OBP3 from Grapholita molesta 


结合 常数 Binding constant 





配 基 Ligand 结构 式 Structure formula ICso ( pmol/L) i 
Se 
反 -8- 十 二 碳 烯 醋酸 酯 ( E)-8-dodecenyl acetate WU 三 = 
O 
O 
顺 -8- 十 二 碳 燃 醋酸 酯 (Z)-8-dodecenyl acetate Io 89. 87 +7.24 83. 00 +6. 89 
顺 -8- 十 二 碳 烦 醇 (2Z)-8-dodecenol HC. um e ur or OH 112. 28 + 10. 03 103. 70 + 10. 05 
十 二 煤 -1- 醇 1-Dodecanol 本 e _ 
OH 

顺 -3- 己 烯 醇 Cis-3-Hexen-l-ol m ax 73. 66 +6. 94 68. 03 +6. 57 
1- 己 醇 1 -Hexanol ur eue cre S YET 77.88 x 7.01 71.93 +6. 87 
3- 甲 基 -1- 丁 醇 3-Methylbutan-1 -ol D uS 69. 52 +6. 47 64. 21 x5. 97 
庚 醇 1-Heptanol H,C«. e or OH 88. 36 +7.73 81.61 +7.01 


A NINE Linalool 


HO 
Cr A 75.17 +6. 66 69. 43 +6. 48 


O 
JEP Benzaldehyde € 87. 11 +8.31 80. 66 +7. 56 
H 
正 庚 醛 Heptanal pu 109. 06 x9. 82 100. 73 x 10. 07 
bt 2-O ABE Trans-2-Hexenal 73.97 +6. 57 68. 32 +6. 51 
己 醛 Hexanal ~ uiis Lad 129.33 «11.21 119. 45 +10. 73 
F n-Nonaldehyde O wc 168.00 + 13. 86 155. 17 +13. 04 
乙酸 - 顺 -3- 已 烯 酯 Cis-3-hexenyl acetate EL 93. 39 + 10. 02 86. 26 +7. 36 


LRG S Hexyl acetate 


水 杨 酸 甲 酷 Methyl salicylate 


B- 紫 罗 酮 B-Lonone 


J P jë Benzonitrile 


a-k a-Pinene 


E: 


mw 


^ 
En 


A 


132. 19 x 11. 96 


B 102. 96 + 10. 79 95. 09 + 10. 96 
CR" eed CH TR 
O 
ae 79.11 +8.01 73.07 +6. 03 
OH 
O 
pos 53.44 +4.77 49. 36 +5. 07 
C j= 71.21 £6.81 71.31 +7.03 
Dye, 


122. 09 x 11. 18 


- : 不 能 计算 出 ICso (1Cso was unable to be calculated ) . 


1.5 序列 分 析 

利用 在线 Expasy ( http://web. expasy. org/ 
translate/ ) JETE EA Jot WEA ORF 预测 ,和 集 日 质 理 化 
性 质 预测 使 用 蛋白 质 组 学 在 线 软件 Expasy (http :// 
web. expasy. org/protparam/ ) 分析, 信号 肽 预测 使 用 在 
线 软 件 SignalP ( http://www. cbs. dtu.  dk/services/ 
SignalP/) 分 析 , 序 列 相似 性 搜索 使 用 在 线 BLAST 
(http ;//blast. ncbi. nlm. nih. gov/BIAST/) 工具 。 应 
FH ClustalX 1. 83. 软件 进行 序列 比 对 ,采用 MEGAS. 0 





HJ Neighbor-Joining 法 进行 系统 进化 分 析 。 
1.6 梨 小 食心虫 OBP3 基因 表达 谱 分 析 

以 上 述 不 同样 品 cDNA 为 模板 ,用 梨 小 食心虫 
OBP 特异 引物 进行 PCR 扩 增 ( 表 1) ,并 以 Actin 基 
因 (GenBank 登录 号 :JN857938 ) 作为 内 参 基因 。 半 
定量 扩 增 条 件 :95Y 预 变性 3 min;95% 变性 30 s, 
53 退火 30 s,72?C 延伸 30 s, 进 行 30 个 循环 ;最 后 
72*C 延伸 10 min; PCR 产物 用 196 的 琼脂 糖 凝 胶 电 
泳 检 测 。 相 对 定量 于 Bio-Rad CFX96™ Real-time 
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PCR 检测 系统 上 进行 ,每 一 样品 重复 3 次 LIEGE T: 
PCR 检测 体系 (20 uL) Jy: SYBR9 Premix Ex Taq™ 
I 10 AL , 正 反 向 引物 (10 pmol/L) 4-0. 8 uL, cDNA 
模板 (200 ng/hL)2 pL, ddH,O 6.4 pL。 荧光 定量 
PCR 反应 条 件 :95C 变性 30 s;95C 变 性 5 s,53%C 退 
火 30 s,72% 延伸 30 s, 进 行 40 个 循环 。 Wp 
对 所 得 的 Ct 值 进行 计算 (Livak and. Schmittgen, 
2001) 。 

1.7 重组 表达 载体 的 构建 

用 市 有 EkcoR | 和 Nde T 酶 切 位 点 的 梨 小 食 心 
R OBP3 特异 引物 PCR 攻 增 并 胶 回 收 目的 片段 ,将 
该 片段 克隆 到 pMD 19-T 载体 上 , 挑 取 阳性 克隆 培 
养 过 夜 ,提取 质粒 。 该 质粒 与 pET-30b 载体 分 别 双 
酶 切 后 ,用 TA DNA 连接 酶 连接 。 连 接 产物 转 和 人 大 
肠 杆 菌 Escherichia coli DHSa 感受 态 细胞 ,次 日 挑 取 
阳性 元 隆 落落 , 播 丙 提取 pET/ GmolOBP3 重组 质粒 ， 
经 双 酶 切 鉴 定 后 测序 。 测 序 正确 的 表达 载体 用 于 原 
核 表 达 。 

1.8 梨 小 食心虫 OBP3 基因 的 原核 表达 

将 pET/GmolOBP3 重组 质粒 转化 到 BL21 (DE3) 
表达 丙 株 ,培养 过 夜 后 , 挑 取 单 负 洛 在 5 mL 的 LB TR 
体 培养 基 ( 含 卡 那 霉 系 ) 中 过 夜 播 冰 , 次 日 以 1:100 
(v/v ) Hi EE TE 37C $E RH 8] 0D6w 达 到 0.6 ~0.8 
时 ,加 入 0.4 mol 的 IPTG 诱导 目的 蛋白 的 表达 ,37%C 
200 r/min 诱导 5 后 ,在 6 000 r/min 离心 10 min 收 
TAAA EY , JIA 50 mmol/L Tris-HCl pH 7. 4 E8 
AA, HH SDS-PAGE 电泳 检测 表达 情况 。 

为 了 检测 表达 生日 的 可 洲 性 ,将 重 悬 丽 液 超声 
WR ,4 C 12 000 r/min 离心 10 min ,分 别 收 集 上 清 
和 沉淀 ,经 处 理 后 用 SDS-PAGE 电泳 检测 目的 重 日 
表达 形式 。 如 果 目 的 蛋白 在 沉 演 中 ,用 8 mol BS 
素 变 性 ,透析 袋 透 析 去 盐 , 用 阴离子 交换 树脂 DE-52 
[0.5 mol/L NaCl + 50 mmol/L Tris-HCl( pH 7. 4) | 
和 Superose-12. 预 装 柱 两 个 步骤 纯化 目的 蛋白 。 

1.9 梨 小 食心虫 OBP3 蛋白 的 配 基 结合 实验 

将 实 光 探 针 1-NPN TERT HH BE CI. mmol/L) , [8] H 
3f. FL-4500 殉 光 分 光 光 度 计 比 色 杯 ( 直径 1 em) 中 
加 入 梨 小 食心虫 OBP3 E E188 CET BE 7J 2. pmol 
L, JH 337 nm 波长 光 激 发 ,在 波长 范围 380 ~ 500 nm 
记录 发 射 光谱 ,然后 依次 向 比 色 杯 中 加 入 2,4,6,8, 
10,12,14 和 16 pmol/L KIER EF 1-NPN ,重复 测定 
3 次 。 利 用 其 啊 应 值 计 算 该 重 日 与 1-NPN 的 结合 
T Ao 

同样 方法 测定 目的 重 日 与 气味 分 子 的 结合 能 















































力 。 具 体 步 又 是 :将 2 kmolLL 的 目的 蛋白 溶解 到 
50 mmol/L Tris-HCl pH 7. 4 的 洲 液 中 ,加 入 2 umol/ 
L 的 1-NPN ,记录 灾 光 强度 ,然后 加 入 用 四 醇 配 制 的 
终 浓度 分 别 为 8,16 ,24 ,32 ,40 ,48 ,56 ,64 ,72 ,80 ,88 
和 96 pmol/L 的 气味 标 样 ,记录 奖 光 强度 变化 ,每 次 
试验 重复 3 次 ,计算 灾 光 强度 降低 一 半 时 气味 的 浓 
度 ICso。 假 设 GmolOBP3 和 集 日 活性 为 100% , 且 在 饱 
和 状态 下 和 企 日 与 气味 分 子 的 结合 比 为 1: 1 ,根据 ICs 
计算 气味 标 样 与 重 日 的 结合 常数 (K;)。 公 式 为 K， 
= [C4,/(1 +|1-NPN|/K,w ) ( Ban et al., 2003) ,其 
中 [1-NPN] 为 未 结合 的 L-NPN 的 浓度 ,Ki 为 
NPN/GmolOBP3 和 蛋白 的 结合 常数 。 
1.10 数据 统计 与 分 析 

所 得 数据 采用 SPSS 软件 (SPSS Institute 17. 0, 
IBM, Chicago, IL, USA) 中 的 单 因素 方差 分 析 
( ANOVA, Tukey' s HSD, P <0.05 ) 进 行 。 








2 结果 与 分 析 


2.1 ZUMALDE OBP3 基因 全 长 的 克隆 与 分 析 

本 人 研究 从 梨 小 食 心 忠 触角 中 元 隆 获 得 一 个 新 的 
气味 结合 集 和 白 OBP 基因 ,命名 为 GmolOBP3 
( GenBank % 5€. KF395363 ) , GmolOBP3 开放 阅 
读 框 全 长 492 bp, 编码 163 ^P A dE RE sk Ek, 
SignalP 软件 预测 , N Km A a Ti BK SR EE TRI 
测 分 子 量 为 18. 72 kDa, $08 53 2g 4.93 (] 1), 与 
PEA H Hie Eb EART, HU dE TR] RS 6 个 
TR ^T BJ-f c 24 B osa E 2)。 系 统 树 进化 分 析 ， 
GmolOBP3 5 X /j f 4» E GmolGOBPI 和 
GmolGOBP2 的 氨基 酸 序列 一 致 性 分 别 为 41. 9896 和 
57. 1296 , ifj Ej 3E IR RC COBP3 的 氨基 酸 序列 一 致 
性 高 达 81. 0096 (Fd 3) 。 
2.2 梨 小 食心虫 Gmol OBP3 的 组 织 和 时 空 表达 

RT-PCR ^j flr Az Ei, GmolOBP3 TEE , dE y, E fu 
角 和 腹部 都 有 表达 , 尤 以 肉 、 雄 虫 触角 和 雄 虫 腹部 
表达 量 较 高 (图 4)。Real-time PCR 分 析 发 现 ,成 
虫 触角 中 Gmol0BP3 表达 量 与 成 虫 羽 化 后 的 时 间 
有 密切 关系 , 随 羽 化 时 间 的 延长 而 增加 ,但 第 5 天 
时 , 雄 虫 的 表达 量 与 第 3 天 相 比 则 显著 下 降 (P < 
0.05)( 图 5)。 
2.3 GmolOBP3 蛋白 的 表达 和 纯化 

通过 对 GmolOBP3 E E1235 B9 2 E IETT URS , 
结果 在 0.4 mol/L IPTG $5 ,37?C 200 r/min 诱导 5 
h 后 GmolOBP3 重 日 的 表达 量 最 高 。 然 后 对 表达 
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atggcgctgatcttgatggtcttggctttactcctgggtgccggtgagatggaagccgca 


M b. DE 


M YE A LLECO Ao 8 BE OM BOX. A 


tcagaacagtctataactatgagccatgttaatgcacattttgggaagactttggaaatg 
JS Hg uu DOT MUS X NCRCHOBR O8 Ro T LE HM 
tgccgagaagaggctaacatatctcgagagatcatggaagaatggcaccacgtctgggac 
BE RE B 3 NM DL sS R E —I-M-E-E *&-H HM. VW -D 
gataacttcgagatagtgcatcgcgagatcggctgcgttctgatctgcatgtcccacaag 
D N FH I V.H Kk ESO tx gv L Lg M 5» H K 
ttctccttgctgcaagatgatcaccgcatgcatcacaacagcatgcatgactatatcagg 
P 4h Wo DoD dp ROM HOHON 5 MH BD Y LR 
agcttcgagaatggtgataatctctcagccatggtagtggaactgttccacggctgtgaa 
S FE N GD NLS AM V VEL F HG BE 
aagcagttcgaggacatcgccgacgactgcagccgtgtcaccaaggtcatggcctgcttt 
K QF ED IADDBSESRVTEKVvVMARgRF 
aaagtcgccgccaaagaggctgacatcgctcccgaagtcactctgattgaggcggtgctg 
EFA AUR RO CUAUBOEOAMCOBOBR Y XT 0 E5BcGA XL 


gagaagtactaa 
B KE Y * 





图 1 梨 小 食心虫 GmolOBP3 核 车 酸 序列 及 推导 的 氨基 酸 序列 
Fig.1 Nucleotide and deduced amino acid sequences of OBP3 gene from Grapholita molesta ( GmolOBP3 ) 
星 号 表示 终止 密码 子 , 阴影 部 分 表示 6 FARI.” The stop codon is indicated by an asterisk; six conserved cysteine residues are shaded. 





的 集 日 进行 超声 破 肆 并 离心 ,用 SDS-PAGE 电泳 检 
测 上 清和 沉 演 ,结果 发 现 ,目的 和 集 白 主要 以 包涵 体形 
式 存 在 于 沉 诈 中 。 由 于 重 白 功能 研究 需要 高 纯度 的 
可 溶性 重 日 ,因此 对 乍 白 进行 了 尿 系 变性 和 透析 复 
性 后 ,经 DE-52 和 Superose-12 纯化 后 得 到 高 纯度 的 
GmolOBP3 4E FACE 6) , 
2.4 GmolOBP3 与 配 体 的 菊 光 结合 测定 

试验 结果 表明 , GmolOBP3/1-NPN 复合 物 结合 
常数 为 5.36 hmol/L( 图 7)。 由 图 8 和 表 2 可 以 看 
出 ,GmolOBP3 与 供 试 的 所 有 16 种 挥发 性 物质 都 能 
结合 ,但 结合 强度 较 弱 ,其 中 与 B- 紫 罗 酮 的 结合 能 
JJ Es , 208 6 6 AON 49. 36 hmolL; 其 次 是 3- 甲 其 - 
1- 丁 酚 , 结 合 常数 为 64. 21 pmol/L, SARRI 
Jpi-8-- Tr — fx ts P BR Aa JL -8- 1r — foe is WE t n] VA ds 
合 ,结合 常数 分 别 是 83. 00 pmol/L 和 103. 70 umol 
L, 但 与 反 -8- 十 二 兢 烦 酷 酸 酯 和 十 二 烧 -1- 醇 则 不 


ŁA 
Za. 

















3 讨论 


昆虫 气味 结合 集 日 可 以 识别 和 结合 外 界 环 境 中 
的 气味 分 子 , 这 是 昆虫 感受 外 部 气味 刺激 信号 的 第 
一 步 生 化 反应 ,在 昆虫 寻找 寄主 植物 求偶、 选择 产 
卵 场所 等 与 外 界 信息 交换 中 有 重要 意义 。 本 人 研 完 克 








绎 获得 的 新 的 气味 结合 重 白 基因 GmolOBP3 ,其 分 
子 特性 和 氨基 酸 序 列 完全 吻合 OBPs 家 族 的 共有 特 
征 , 即 分 子 量 小 、 亲 水 性 强 、 等 电 点 低 和 具有 6 个 保 
ST RAE DE SA I v. M ( Pelosi et al., 2006) ,表明 本 实 
Js v5 ERR Hd GmolOBP3 基因 属于 昆虫 
OBPs 家 族 成 员 之 一 。 序 列 分 析 表 明 ,GmolOBP3 与 
OBPs 家 族 的 其 他 序列 同 源 性 高 ,所 不 同 的 是 在 N 
癌 没 有 信号 肽 的 存在 ,这 与 报 站 的 大 多 数 昆 虫 气 味 
ZH SR FARE IE AS — Sx ( Gong et al., 2009; 谷 少 华 
等 , 2010; 陈 玲 等 , 2013) ,也 有 少量 在 N 端 无 信和 号 
BK ERES TE UU UH TS ES Helicoverpa armigera GOBPI 
基因 (Zhang et al., 2011b) 。 

本 实验 室 先 前 已 经 从 巢 小 食心虫 成 虫 触角 中 现 
条 出 两 个 普通 气味 结合 集 日 基因 CmolCOBP1 和 
GmolG0BP2, 并 对 其 表达 谱 进 行 了 分 析 ( Zhang 
et al., 2012)。 通 过 序列 比 对 和 进化 树 分 析 表 明 ， 
GmolOBP3 与 GmolGOBP2 的 核 芽 酸 序列 一 人 至 性 高 
达 57. 12% ,与 GmolGOBP1 #91% E BRI 71 — SPEO 
41.9896 , M Ej 3E R d 8X COBP3 的 同 源 性 最 高 
( Garezynski et al., 2013) , 4% E B JF JI — SUPE R 3S 
81. 0096 ,说 明 GmolOBP3 也 属于 普通 气味 结合 重 白 
亚 家 族 。GmolOBP3 在 进化 树 中 被 划分 到 第 3 类 
群 ,第 3 类 群 是 从 第 2 类 群 中 进化 出 来 的 一 个 分 文 ， 
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六 * 
AipsGOBP2 MrAHFcKsMEEMBEzscLsEEVvMEBFHHE EE HEEJ HENMEDYIKS 
AsegGOBP2 MrAnrckKAMEEMEDEscLsAEVLEBrFORfEREDBEvvHEELBSNAIIMSENKrfsMLQDDsEMBRVNMEHDYVEKG 
AtraGOBP2 rLcrcQaMEKMBEESQuIEEKMEBEFHFESEDHEKFEHBELESAIL : up HENTDKFIKS 
AperGOBP1 RrAuHrckAMEzMEDEsGLsAEVvLEBMEQurBAED dbi a 时 四 NK 5 s 国 LoDDs 四 wvHMEDYVKG 
AconGOBP2 MITAHFGKA perd FKHF bebe PO IT 图 kgEVvNMDEYIRKS 
BmorGOBP2 国 zagFGKT 国 zz sou FKHFülsDDBEpvvH arr ukrsMupppvEMERVNMDEYIKG 
CsupGOBP2 MraurckaMEEMMEEscLsPEILEMEKHürENED evar 四 四 :LT 四 上 gzs 图 LozpT 目 z 图 gwvRMEDYVKS 
CmedGOBP2 pour ESSGLTEEKMEBF FRE oer E A n HENTDKFIKS 
CpomGOBPi MNITAHFGKAMEQNMBEESQLSPEVLDBIEFHNFQUIREDHEVVHBEL NKFSMLODDABMBHHENMEDYVEKS 
CpomGOBP3 poseen EEAQISPEIMQBHHIEDDD eh an arr BukresMioppuBMuzsurpvrins 
CpomGOBP2 MTIAHFGKA X Hue e de^ rbi m EET QVNMEDYVKS 
FoblGOBP1 MrLcrGQAMEvMEEESQLSQDVMEBFEFHFEREDBEKFES aurzNMLIDssBEuRENTEREIES 
EoblGOBP2 MrAHrckAMSEMBEEscLIPEVLEBMFQHrÉbAED sv ArrMBukrsMLozpsBiluvnusgprvkc 
GmolGOBP1 WTLcrczAMER E Ht spDBkrEL AroBBkyrNMLIDcEMMBuEzNIDKrIKS 
GmolGOBP2 te zzSQLSPEVLDBFHNrERnEDBEvvH AII he: LoppABMBupuMEDvrLS 
SlitGOBP2 BaAHrzckIMEMMEzANISREIMEBWHHvEIDDNEEIVH SVLI HKFSMLODDHEMBHHNSMEDYIRS 
SfruGOBP2 RrAHrcKAMEEMBEEscLSsAEVLEMFQUurERED xoi. a NRKEFS 图 LopDDS 目 图 HEvNMHDYVKS 
SexiOBF2 terc ESQLTEEKMEBIFFHF ER ratos MBHHDNTEKFIQS 
SexiGOBP? NTAHFGKAMEENMBIEESGLSAEVLEBIFOHFUREDHEVVH NKFSMLQDDSEMBHHVNMEDYVES 
SinfGOBP2 国 rLGrGQaRA 国 Dx 四 四 zzSsQoLTEEKME 目 FFHFE 图 npD 目 gKFEH RHEFN 图 LTDSS 目 kx 四 EDNTEKEFIQS 
SricGOBP ps zz MMEzscLsaEvLEMrQurEaEDBEvvH NkrsMLoppsBuBuvuuEpvvxs 
PxylGOBP2 NTAHFGKAMEEBMBEESGLSAEVLEBFQHFÜIREDHEVVH Bees LQDDSEMBHVNMEDYVKS 
OfuGOBP2  BranzckAMzrBrrschsPzILE FoHrülszpBzvvan BukzsBiopprBiNuvsunpvvks 
OachGOBP  BlrAHrGKAMEEE puces FeOHF 图 ED 上 zzvVH NKES 国 LeDDS 目 图 HEVNMEDYVKS 
MsexGOBP1 国 rLzcrcQRA 国 =zo 四 上 zzsQLTEEKME 目 Frzgz 四 aspo 目 grzg RHEFN 国 LTDSS 目 kx 图 gzNTDKEFIKS 
MsexGOBP2 MIAHFGKAMEEBMMEESGLPVEVMDBEKHEFMREDBMEVVH NKFE 国 LoDDT 上 I 图 HvHMEDYIKS 
MbraGOBP2 BrAurckaMEE a FkKHF et iis NKFS APE i miil 
LstiGOBP? MTAHFGKAMEEMBMIESGLSPEILEBFQHFÜUSEDHEVVH NELSMLOQDDIMIBHVNMEDYVKG 
HvirGOBP1 RTAnrzGKTMEEMBEESsGLSGEIMEBMEHHrEREDBHEvvuMELEEAIIMMENErzoMMOoDDABMREznMEDYIks 
HvirGOBP2 Hase ee Hui RED 昌 EVVH = NEFS E M pon 
HvireGOBP1 ÉTanrckAMEEMBEESGLFAEVLEBMFQHEFÜREDHEVVH zc KFS n M pus 
HvireGOBP2 BrAurnRkKAMEEMBEEscLsAEvLEBFQurüREDBEvvH LODD Ss 四 M 图 HHMEDYVKS 
HzeaGOBP2 prep pisei dier REDBzvVH MM RN HVNMHDYVKG 
HarmGOBP2 BMraHrGcKAMEEMBEESGLSAEVLEBFQHrEREDHEVVH "E MLoppsBHuRvnMEDYvks 
GmolOBP3 MraurckalEsEMMErsscrLsppiLNEEEKnrMSsEpBEvvuBELEEA IINE MENEzsMLEkpprTBIiBRLNMDDviks 
站 * + 

AipsGOBP2 a cpm gary 
AsegGOBP2 ibd ideis KQYDTLTIDDBMbBvvkvaa DAKAAGI | 
AtraGOBP2 目 pNNEV 图 SKHEMVNLIBS 四 日 DoHDADLDH 四 w 目 TILRVRAE 四 昌国 RscozsAcV 上 日 sM 目 LLMRA 目 FTMESEIN 
AperGOBP1 poop om nmn] - -Bvauilavhuzxkr-- 
AconGOBP2 BpuczvlsonuvouiuuBBkRypprapzBDBvvkvsaBBiaADAIKzcIBMH--BvauiBsvuzxkr-- 
BmorGOBP2 Brxcovllazk«uvkrinuBBkorprzTDpMTMvvkvaaBBEEKDsnkzcIBH- -BvauiBavizskvr-- 
CsupGOBP2 BruczvlspkuvrernLHNBMBKQvpAIrTDDBDHTvkvanBHEEKDCOkEzcIBB--BriruiBavrizar-- 
CmedGOBP2 目 prcEv 国 SKTMVTLIHS 四 ggFDDMEDH 目 w 目 ITLRIRAE 四 上 图 sccQzRcL 加 日 sx 目 xMMRA 目 FITMESEV- 
CpomGOBP1 BrocspvllsakuvzrisnuBBkovboprpppBsBlvvkvanBEBvpAkkAcIBB- -BvauiBavizsxkr-- 
CpomGOBP3 meind meei teia h Badis epe H- -BvauiBavizxkr-- 
CpomGOBP2 BrxczalilszuuvkriknBBROorbpurikppDBDHrvkvaalBMaADAkkzcvBH--BiruiBavhkzkr-- 
FoblGOBP1 本 zBHaacozAcIBBsuBIIMABFIMETEAK 
EoblGOBP2 BprucovlsakuvgLisSNBBoovyppriTppMABvvkvaanBHERDAkkzcIBMBM--BvruiBavuzkr-- 
GmolGOBP1 Mie pens kaaken M Pues dsb) aa ree e 
GmolGOBP2 BpkcpvlllsakuvzrninnBBkovypprsppBsBvvkvanBBEvcarQAGcIBB--BvauiBavizskr-- 
slitcoBP2 HzucpuMsaMvvzrnrHcBBkorzDprAppDBsBvrkvuaBBaMvaakzADIBMB--BvrriiBavizkr-- 
sfruGOBP2 BrxcuEvlMsEzkrzverninnBBkkvprMIDDMDHVvvkvAA DAKAAGI -BvauiBavuzkr-- 
SexiOBP2 BpxuczvlanouvernissBBlkorpHuzzpuH DM c aqepsusr 
Sex GOBP2 Bpxcavllsezk«rzvgninguBBkkvporMTDDEDBvvkvanBBBvDAkAAGIBM- - 目 vTKMI 目 avMEKY- - 
SinfGOBP2 ak mabi ieda p ad o pke i EE 
sricGOBP BpxucuvllszkrvgnisuBBkkvprMTDpDBpBvvkvaaBBMVvDAkAAGIBMBM--BvauiBavuzkr-- 
PxylGOBP2 BpucnuvlszkrzvgerniusMBkkvprMTDDBDBvvkvaA DAKAAGI -Bvauilavhkzkr-- 
OfurGOBP2 BpxczvlMsEskuvsrLHSBMBIQvuDMIDDMDMTvkvanBHMADAkKKzcIMBM--BvauiBavuzkr-- 
OachGOBP BrxczvlscrLveLIiSNBBkKYvDcMIDDMDEvvkvaaBBmvbAkAAGIBBM--BvauxiBavuzkr-- 
MsexcOBP1 BpucavlskrMvzrnisnsBBLQRpazEDu B BrriavarzBHüIscTKAGcIBMBsuBvuuaBrIMELEKO- 
MsexGOBP2 BpucovlszkuvorninuBBkovbprappBEbBHvvkvaaBBBKDAkkzcIBBH- -BvauiBavizkv-- 
MbraGOBP2 BeuczriMAQkMvpLIHNBBKOYvpDIIDEMSBMvvkvanBHEvbpAknpcIBBH--Buruilavskzkr-- 
LstiGOBP2 BpuczvlsezkuvurzrLENMBkorDDIiIDDMOoMTvkvaaBBBRvDAkkKzGI -Bvauilavhuznar-- 
HvirGOBP1 Hide pakina. pii Melde xpi MN rRed mind 
HvirGOBP? BpucuvlsEKLvELIENMBEKREDSMIDDMEBMvvkVAABBBVvDAKAAGIBH--BvauiBavuzkr-- 
HvireGOBP1 BpxcpvllsezkrveninsBBkorpsuIppMEBMvvkvaaBBavbAkKAAGI -BvauiBavszkr-- 
HvireGOBP2 Eger mtd sl a e Bl Ma pri 
HzeaGOBP2 BpexczrilisuknvpbhinsBBkovpsrAapbpDBpBvvkvaa DAKAAGIBB- -Bvauilavas----- 
HarmGOBP2 n a a o 
GmolOBP3 BexczvMaakurELISNBMBEkOYrprITEDBpbHvvkvaalBHvpAkkzcIBM--BvauiBavrizxkr-- 


Fig. 2 Amino acid sequence alignment of GmolOBP3 from Grapholita molesta with OBPs from other insects 





图 2 梨 小 食心虫 GmolOBP3 与 其 他 昆虫 OBPs 氨基 酸 序列 比较 


星 号 表示 终止 密码 子 。The stop codon is indicated by an asterisk. 
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图 3 ”基于 所 基 酸 序列 构建 的 梨 小 食心虫 GmolOBP3 与 其 他 已 知 昆虫 气味 结合 蛋白 的 系统 发 育 树 
Fig.3  Phylogenetic tree of GmolOBP3 of Grapholita molesta and OBPs from other different 
insect species based on amino acid sequences 
气味 结合 蛋白 的 来 源 与 GenBank 登录 号 The origin of the OBPs and their GenBank accession numbers are as follows; 梨 小 食心虫 Grapholita molesta 
( GmolGOBP1 : AFHO2841; GmolGOBP2:; JN857940; GmolOBP3 : KF395363) ; 小 地 老虎 Agrotis ipsilon ( AipsGOBP2: AFM36760) ; 黄 地 老虎 
Agrotis segetum ( AsegGOBP2; ABI24161) ; WF% Amyelois transitella ( AtraGOBP2; ACX47894) ; JEZ& Antheraea pernyi ( AperGOBPI ; P87508) ; 
苹果 银 蛾 Argyresthia conjugella ( AconGOBP2; AFD34181); Z% Æ Bombyx mori ( BmoriGOBP2; NP. 001037498) ; — 4E $ Chilo suppressalis 
(CsupGOBP2; ACJ07120) ; fü 2A 3$ "| € Cnaphalocrocis medinalis ( CmedGOBP2; EU825761) ; 3E R 4$ X Cydia pomonella ( CpomGOBPI : 
AFP66957 ; CpomGOBP2 : JN701810; CpomGOBP3: JN701811) ; Z& RUE Ectropis oblique ( EoblGOBPI : ACN29680; EobIGOBP2 : ACN29681) ; fii 
4518 Helicoverpa armigera ( HarmGOBP2; CAC08211); E X X R Helicoverpa zea ( HzeaGOBP2; AAG54078) ; 绿 棉铃 虫 Heliothis virescens 
(HvireGOBP1 ; Q27226; HvireGOBP2; Q27288) ; T 3E RIR Heliothis viriplaca ( HvirGOBP1; AFI25167; HvirGOBP2; AFI25168 ); XX biis 
Loxostege sticticalis ( LsiGOBP2; ABY75632) ; Hi f lk Mamestra brassicae ( MbraGOBP2:; AAC05703); HFK Manduca sexta. ( MsexGOBPI : 
P31418; MsexGOBP2; AAGS0015); JE S E Orthaga achatina ( OachGOBP; AEZ52491 ; 亚洲 玉米 量 Ostrinia furnacalis ( OfurGOBP2 ; 
ABG66419) ; / 3E Bk Plutella xylostella ( PsylGOBP2; ABY71035); ED JE Æ Samia ricini ( SricGOBP; BAF91328) ; 大 由 Sesamia inferens 
(SinfGOBP2; ACJO7121) ; 甜菜 夜 蛾 Spodoptera exigua ( SexiOBP2; AGH70098 ; SexiGOBP2; CACI2832) ; 草地 贪 夜 蛾 Spodoptera frugiperda 
( SfruGOBP2 : AAT74555) ; FHAIR Spodoptera litura ( SHtGOBP2; ABV32167 ). 系统 树 各 分 校 上 数字 ”Bootstrap "为 1 000 次 循环 检验 的 置信 


度 ; 标 尺 示 遗传 距离 。Bootstrap support values ( 96 ) based on 1 000 replicates are indicated. The scale bar represents the genetic distance. 








HA RARUA DIE OBP3 PERZ CpomGOBP3 , 
相信 随 春 OBPs 基因 人 研究 的 增多 ,第 3 类 群 也 会 更 加 
Fe. 

大 量 的 研究 报道 显示 ,昆虫 OBPs 仅 特 异性 地 
表达 在 肉 、 雄 蛾 的 噪 觉 右 定 触角 中 ( Wang et al., 
2003 , 2004; Gong et al., 2009; 吴 仲 南 等 , 2009; 谷 


少 华 等 , 2010) ,但 也 有 少量 报道 在 昆虫 的 足 ` 翅 和 
腹部 等 非 嗅 党 顺 官 中 发 现 OBP 的 存在 (Calvello et 
al., 2003, 2005; Li et al., 2008; 张 帅 等 , 2009; K 
玲 等 , 2013), 。 本 研究 结果 表明 ,CmolOBP3 不 仅 在 
触角 中 有 表达 ,在 肉 、 雄 虫 腹部 也 有 表达 , 且 雄 虫 腹 
部 中 的 表达 量 远 高 于 肉 虫 腹部 。 而 梨 小 食心虫 
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图 4  GmolOBP3 在 梨 小 食心虫 成 虫 不 同 组 织 中 的 表达 庶 
Fig.4 Expression profiles of GmolOBP3 1n different 





tissues of Grapholita molesta adults 
M: DL2000; 1: 触角 Antennae, 9 ; 2: 头 部 (去 触角 ) Head. (without 
antennae), 9 ; 3: 胸部 Throax, 9; 4: 腹部 Abdomen, 9; 5; Æ 
Legs, 9; 6: 3H Wings , 9; 7: 触角 Antennae, 6 ; 8: 头 部 (去 触 
角 ) Head ( without antennae), ó ; 9: 胸部 Throax, 6 ; 10: 腹部 
Abdomen, ô ; 11: Æ Legs, Ó ; 12; XH Wings, ô. 
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图 $  GmolOBP3 在 梨 小 食心虫 羽化 后 不 同 
日 龄 成 虫 触角 中 的 表达 
Fig. 5 Expression profiles of GmolOBP3 in antennae of 
Grapholita molesta adults of different day-old after eclosion 
KPŽ FIE + b TED SEE EAS IR] 4 INTE "BE S ME PE [8] b o 
差异 , 不 同 大 写字 母 表示 雄性 间 显著 差异 ; 星 号 代表 上 肉 雄 之 间 的 差 
异 ( 单 因素 方差 分 析 ，Tukey”s HSD 检验 P <0.05)。Data in the 


figure are mean + SE; different lowercase letters above bars denote 























significant differences between females, different capital letters indicates 
significant difference between males, and the asterisk indicate 
significant difference between female and male ( one way ANOVA, 


Tukey' s HSD, P «0.05). 


GOBPI 和 GOBP2 H TE WERE fat fg HARI ( Zhang et 
al., 2012) ,这 可 能 OBPs 存在 的 部 位 与 其 功能 有 关 
( Li et al., 2008), Vogt 和 Lerner( 1989) 报道 OBPs 
的 合成 始 于 成 虫 羽 化 前 3 d, 随 后 两 天 达到 高 峰 , 这 
与 本 试验 结果 基本 相符 , 即 巢 小 食心虫 GmolOBP3 
的 表达 量 在 成 虫 羽 化 后 第 1 天 较 低 ,第 2 天 开始 上 
升 ,第 3 天 迅速 上 升 ,第 5 天 在 雌 虫 中 的 表达 量 继续 
上 升 ,但 第 5 天 在 雄 虫 中 的 表达 量 明显 降低 ,本 实验 
室 郭 丽 娜 等 发 现成 虫 羽 化 后 3 d BERE RT JT c BG 
产 卵 ,第 5 天 是 梨 小 食心虫 峻 蛾 产 卵 高 峰 期 (数据 行 
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图 6 重组 GmolOBP3 表达 产物 的 SDS-PAGE 分 析 

Fig.0 SDS-PAGE analysis of recombinant GmolOBP3 
M: 蛋白 标准 分 子 量 Protein. molecular weight marker; 1; pET/ 
GmolOBP3 转化 BL21 (DE3) 未 经 IPTG 诱导 The expressed. product of 
pET/GmolOBP3 non-induced by IPTG; 2; pET/GmolOBP3 转化 BL21 
( DE3) Z& IPTG 15 The expressed product of pET/GmolOBP3 induced 
by IPTG; 3; pET/GmolOBP3 转化 BL21 ( DE3) 经 IPTG 诱导 后 的 上 
清 The supernatant of pET/GmolOBP3 after IPTG induction; 4; pET/ 
GmolOBP3 转化 BL21 ( DE3) 经 IPTG 诱导 后 的 包涵 体 The sediment 
of pET/GmolOBP3 after IPTG induction; 5; 纯化 后 的 GmolOBP3 蛋白 
Purified GmolOBP3 protein. 
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图 7 _ 1-NPN 和 GmolOBP3 蛋白 的 结合 曲线 
Fig.7 The binding curve of 1-NPN and GmolOBP3 











发 表 ) ,推测 GmolOBP3 在 第 5 天 上 肉 蛾 内 表达 量 高 可 
能 与 肉 蛾 寻找 产 卵 场所 有 关 。 雄 蛾 在 寻求 配偶 时 除 
上 肉 蛾 产生 的 性 信息 素 吸 引 外 ,寄主 植物 的 挥发 物 也 有 
助 于 雄 蛾 对 配偶 的 寻找 (Toth et al., 1991) ,在 第 5 天 
雄 峨 基本 完成 交配 ,Gmol0BP3 的 表达 量 就 会 降低 ,由 
此 推测 ,Gmol0BP3 的 表达 量 可 能 与 寻找 配偶 和 产 旷 
场所 有 关 。 

GOBPs 主要 存在 于 锥 形 感 带 中 ,能 够 识别 和 结 
合 植物 挥发 物 或 普通 气味 分 子 (Steinbrecht et al., 
1995) ,如 二 化 版 Chilo suppressalis 中 的 GOBP2 重 白 
可 以 与 寄主 植物 挥发 物 十 二 醛 和 茶 甲 醛 结 合 。 最 近 
研究 发 现 GOBP 亚 家 族 可 以 结合 性 信息 素 成 分 
(Zhou et al., 2009; He et al., 2010; Liu et al., 
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图 8 气味 分 子 与 GmolOBP3 和 集 日 苑 争 结合 曲线 
Fig.8 | Competitive binding curves of ligands to GmolOBP3 
A: SEANZA Binding with pheromone components; B; 与 醇 类 的 结合 Binding with alcohols; C; 与 醛 类 的 结合 Binding with aldehydes; D; 与 








其 他 气味 物质 的 结合 (包括 酯 类 AEASCRU WES 2s) Binding with other odorants including esters, benzenes and terpenes. 


2010) ,如 家 和 春 Bombyx mori GOBP2 明显 与 性 信息 素 
成 分 结合 (Zhou et al., 2009) ,与 此 相反 , Ir RE MR 
Amyelois transitella 的 GOBPs 4&& A 5 o El ME SR BJ TE 
信息 素 不 结合 (Liu et al., 2010) 。 尽 管 有 关 GOBPs 
的 结合 实验 很 多 ,但 GOBPs 在 与 植物 挥发 物 和 性 信 
县 素 在 结合 过 程 中 的 角色 还 不 是 很 清楚 。 在 本 试验 
中 ,有 巢 小 食心虫 GmolOBP3 X} 5: -8- T — fe B P Ds 
和 十 二 烷 -1- 醇 两 种 性 信息 系 成 分 不 结合 ,与 顺 -8- 十 
二 侈 烦 酷 酸 酯 和 顺 -8- 十 二 碳 烦 醇 的 结合 能 力也 很 
55 ,说 明 GmolOBP3 与 巢 小 食心虫 的 交配 行为 关系 
不 大 。 一 般 情况 下 ,好 的 配 基 应 与 OBP 的 结合 常 妆 
K, 小 于 10 umol/L( Pelosi et al., 2006; Guo et al., 
2012; Liu et al.，2012), 从 表 2 的 K 值 来 看 ， 
GmolOBP3 与 16 种 寄主 挥发 物 的 结合 肖 数 部 大 于 
40 umol/ L, $F GmolOBP3 与 B- 紫 罗 酮 结合 能 力 最 
强 ,但 结合 常数 也 为 49. 36 umol/L, 8-35 77 Bl] 2E TH 
物 花 理气 味 和 其 他 需 官 的 成 分 (Coera and Brud, 
1983) ,并 不 是 茧 微 属 植物 所 特有 的 成 分 ,或 许 我 们 
选择 的 寄主 植物 挥发 物 还 不 够 广泛 ,好 的 配 基 还 没 
^H ffi 6$]; 根据 GmolOBP3 的 表达 部 位 来 分 析 ， 
GmolOBP3 除 与 嗅觉 有 关外 或 许 还 具有 其 他 生理 功 
能 。 本 人 研究 所 选 的 16 种 寄主 植物 挥发 物 中 ,其 中 
顺 -3- 己 烯 醇 1- 已 醇 反 -2- 己 烯 醛 和 乙酸 - 顺 -3- 己 烯 

H 4 种 绿叶 挥发 物 及 休 甲 醉 、 末 甲 有 箭 和 水 杨 酸 甲 栈 





























3 种 芳香 化 合 物 都 属于 桃 梢 挥发 物 ,其 中 乙酸 - 顺 -3- 
CLA Bi RUL-3 - C. Ji B E DERE FE EJ Ais Tec] 41% 和 
796 ( Natal et al., 2003) , Z B2 C, [8 E JA xr REN E 
要 挥发 物 (Bengtsson et al., 2001) ,但 GmolOBP3 与 
它们 的 结合 力 并 不 是 很 强 , 这 可 能 需要 不 同化 合 物 
的 协同 作用 才能 发 挥 作用 (Visser，1986 ) 。 如 Natal 
等 (2003 ) 发 现 , 桃 梢 的 主要 挥发 物 乙 酸 - 顺 -3- 己 烦 
酯 和 顺 -3- 已 烯 醇 单 独 存 在 时 巢 小 食心虫 肉 蛾 没有 
任何 行为 反应 , 当 乙 酸 - 顺 -3- 已 烯 酯 和 顺 -3- 己 烯 醒 
与 茶 甲醛 按 4:1:1 混合 时 ,对 梨 小 食心虫 肉 蛾 有 很 
强 的 吸引 力 。 又 如 Piñero 和 Dorn ( 2007) Bf oz A E 
TRI PE A VI POS 8 L6] CAS FL ISE ASH KU BR 
FH p AS) RU Ae m PE C 5c-2- C. M EE JR -3 - CL P8 
1-C. 8255) B B WE FEST e 3L, AS FRE RT A S EET R 
i DS ERIS ERIS EE EL HR H5 5 
往往 是 由 寄主 植物 释放 的 普通 挥发 物 和 特殊 的 化 合 
物 协同 起 作用 的 ,因此 关于 COBPs 与 气味 分 子 的 结 
合 机 制 还 需要 我 们 不 断 地 去 探索 。 
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